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MolekuI-Rezeptor-DNA-komplementar-DNA. und Gast-NA^rtsrnolekul WhserwirZg^^^^^^ 
® Verfahren zur Durchfuhrung besonders empfindlicher Im- oonac 

muno-Assays und weiteren Assays, die auf Molekul-Rezep- ° 

tor- DNA-komplementar-DNA-Strang- sowie Gast-Wirts- 

molekul-Wechselwirkungskraften beruhen, mit 

schnellen und repetitiven Messungen der Stromstarke Oder 

des Fluoreszenzhchtes und Doppelnnessung und Vergleich/ 

Quotrentenbildung in mindestens zwei Me&zonen bzw Kali- 

bnerung analog der Methode des inneren Standards, unter 

Verwendung stabiler redox- oder IR-fluoreszenzmarkierter 

Analytmolekule bei Immuno-Assays und ahnlichen Assays 
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Beschreibung 



Die Eifindung richtet sich auf ein aUgemein anwend- 
bares Verfahren, das aus einer Kombination ausgewahl- 
ter Schntte bestehi und Vorrichtungen fur extrem emp- 
findliche und ungestorte Konzentrationsbestimmungen 
beliebiger Anukarper-Antigenpaare komplementi^er 
Molekfll-Rezeptorpaare. komplementarer DNA-Strin- 
ge sowie selektiver Gast-AVimmolekfllpaare. Femer 
bemfft sie eine Vorrichtung zur Empfmdlichkeits- und 
Selekuvititssteigerung bei Inununo-Assays. Molekfll- 
i?,*.?«','^^'^'*'°'"P**'"«"*^-DNA und Gast-Wrts- 
molekUl-Wechselwirkungs-Assays. 

Die quantitative Analyse komplexer Stoffgemische 
unter Ausnutzung der sehr selektiven Antikdrper-Anti- 
gen-Bindung (Schlflssel-SchloB-Prinzip) und der DNA- 
Paarbildung bei den sog DNA-Sonden ist in der Bioche- 
mie und kimischen Chemie eine etabUerte Analysenme- 
uiode und dementsprechend weit verbreitet Meist wer- 
den kompetitive Tests mit markierten AnUgenen, Anti- 
kerpem oder DNA-Molekfllen benutzt Beim Radio- 
Immuno-Assay (RIA) ist das der MeBlflsung zugesetzte 
Antigen (bzw. das AntikdrpermolekuJ bei der Sand- 
wich-Methode) radioaktiv markien. Beim Enzym-Im- 
muno-Assay (EIA oder das heterogene Enzym-Linked- 
Adsorbend-Assay. EUSA) ist an den betreffenden Mar- 
kermolekaien ein sog. Marker-Enzym gebunden. Dicse 
markierten MolekQle konkurrieren mit den zu messen- 
den unmarkierten MolekDIen (zu bestimmender Stoff 
«• Analyt) um die Bindung an den meist trSgergebunde- 
nen Antikdrper (bzw. DNA-SequenzX so daB sich die 
unbekannte Menge Antigen (DNA-Art und Menge) be- 
stunmen Mt. wenn zum Vergleich ein Test mit einem 
Antigen (DNA-MolekUl) bekannter Konzentration 
durchgefOhrt wird. Die MeBsignale sind bei dieser Me- 
thode umgekehrt proportional zur Konzentration. Bei 
den sog. Sandwichtests werden markierte Antikflrper 
benutzt Diese binden sandwichartig an AntigenmolekO- 
le an, die ihrerseits zuvor konzentrationsabhangig an 
trigergebundene Antikdrper gebunden sind. 
.x^'^ spezifische Bindung zweier komplementarer 
MolekOIe erlaubt natOrlich auch umgekehrt die quanti- 
tative Besummung des graBeren Partners (Antikfiper- 
Kezeptor-Analyse resp. des komplementSren DNA- 
Molekais Oder Bio-OberttacheX welches mindestens in 
emem Teilbereich eine komplementire DNA-Sequenz 
ziir markierten Sequenz aufweist) und sind daher die 
wichtigsten biochemischen Analysenverfahren. Nach- 
dem es inzwischen mfiglich ist, auch fOr kleinere Mole- 
KOle (Haptene) monoklonale AnUkerper in beliebigen 
Mengen zu produzieren. werden diese immunolo- 
gischen Methoden auch fOr die Umweltanalytik zuneh- 
mend bedeutsam. Beispielsweise kann man unter Ver- 
wendung monoklonaler AntikSrper fflr die verschiede- 
nen Dioxme die gesamten Analysenkosten dadurch er- 
lieblich senken. daS nur bei positivem Ergebnis des im- 
munologischen Tests die sehr teuere GC-MS Analyse 
durchgefflhrt werden muB (Screening). 

Die inzwischen traditionellen immunologischen Be- 
stimmungsverfahren (RIA und EIA bzw. ELISA) wcisen 
erhebliche Nachteile auf. die hinlangUch bekannt sind 
tntweder treten wegen der Verwendung radioaktiven 
Materials Entsorgungs-. Versand- und Lagerprobleme 
auf Oder man muB mit einer Beeinflussung der immuno- 
ogischen Reaktion durch das meist. vergUchen zum re- 
lativ kleinen AntigenmolekQl. volumindse Enzymmole- 
kul rechnen. Enzymmarkierte Antigen- oder Antikdr- 
permolekOle (bzw. eines der Partner von MolekQl-Re- 



Gast-WirtsmolekOI-. DNA-komplementtr 
ONA-Wechselwu-kungsmethoden) weisen alle Nach- 
teile enzymatischer Verfahren auf. Die Ubensdauer des 
Enzyms ist begrenzt und die enzymausche Reaktion 
5 (Biokatalyse) kann bei unbekannten Umwcltmatrices 
durch Inhibitoren oder Enzymgifte (z. B. Schwermetal- 
le) empfindhch gestSrt werden, so daB falsche Ergebnis- 
se auftretea Meist muB die enzymmarkierte Verbin- 
dung aus StabiUtatsgrOnden kuhl gelagert werden. We- 
10 gen dieser abnehmenden AktivitSt sind zusStzliche Kali- 
bnerschritte erforderlich und die GLP-Richtlinien (Cu- 
te Ubor PraxisX die bei quantitativen Analysen einge- 
halten werden mttssen, erfordem durch Rttckstellpro- 
ben erne Menge der teureren enzymmarkierten Verbin- 
15 dungen. Auch ist eine Phasentrennung erforderlich. ein 
Substrat mufl zugegeben werden. wodurch die Handha- 
bung sehr kompliziert wird. Die erforderlichen Arbeits- 
schntte benatigen i.d.R. einige Stunden. Ohne Phasen- 
^ennung laufen die sog. homogenen Enzym-Immuno- 
20 Assays (EMIT) ab. die kompetitiv arbeiten und sich nur 
WrWeme Anugenmolekflle eignen. 

Ober eine einfache und allgemein anwendbare analy- 
tisch-chemische Ausnutzung selektiver Molekiil-Rezep- 
tor Wechselwirkungskrafte. DNA-PaarbUdungsreaktio- 
25 nen sowie der gleichermaBen selektiven Gast-Wrtsbe- 
ziehungen der supramolckularen Chemie zum Zwecke 
emer quantitativen Bestimmung oder gar zum Aufbau 
yon entsprechenden Sensoren existieren nur weniee 
Vorarbeiten. * 

30 Der vorteilhafte Aufbau eines einfachen und preis- 
werten elektrochemischen MeBsystems.das in Form der 
Potentiometne oder Amperometrie den geringsten ap- 
parativen Aufwand erfordert. scheitert in der Regel dar- 
an. dafl der zu bestimmende Stoff (Analyt) nicht als po- 
35 tentialbestimmendes Ion. sondern als neutrales MolekQl 
vorhegt bzw. mcht elektrochemisch selektiv umgesetzt 
werden kann. Die Verwendung optischer Methoden 
(ipelctralphotometrie. Fluoreszenzmessung. Ellipsome- 
tne Surface Plasmon Resonance Spektroskopie, Me- 
40 thode der evaneszenten Welle, usw.) zur Erfassung der 
obenerwahnten spezifischen Molekill-Wechselwirkun- 
gen ist beschrieben worden. Einige kannen die immuno- 
logische Reaktion auch ohne markierten Partner auf- 
grund der Anderung des Brechungsindexes an einer 
45 Phasengrenze erfassen. haben aber groBe Probleme bei 
~J;i"5".^»'y»molekQlen (wie in der Umweltanalytik 
ubhch) im Spurenbereich (< l ppmX da die nicht spezi- 
fische Bindung von starenden Begleitstoffen. die sogar 
meist m einem groBen OberschuB neben dem Analyten 
50 in einer realen Probe mitanwesend sind, cmpfindlich- 
keitslimitierend ist 

Optische Verfahren mit den Oblichen Fluoreszenz- 
markem. die eine Anregungswelleniange im UV oder 
sichtbaren Bereich erfordem, benotigen einen hohen 
55 apparativen Aufwand, der einer weitverbreiteten Routi- 
neanwendung im Wege steht Der Aufwand zur Stabili- 
sierung der Uchtquelle. zur Monochromatisierung mit- 
tels emes streulichtf reien Monochromators. zur Vermei- 
dung von FreradlichteinflOssen. zur Empfmdlichkeits- 
60 steigerung eta erfordert apparative Aufbauten. die sehr 
komplex unddamit teuer sind Auflerdem werden neben 
den fluoreszierenden MolekQlgruppen des Markers 
auch viele Stoffe in typisch biologischen Matrices mit- 
angeregt (z. B. Tryptophan u.a.X so daB ihre Ruores- 
65 zenz mcht von der des Markermolekuls unterschieden 
werden kann, was die Nachweisgrenze extrem ver- 
Mhlechtert UdigUch die Markierung mittels spezieller 
Fluoreszenzmarker, die nach der Methode der zeitver- 
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In dcr deutschen Patentanmeldung DE 39 16 432 Al AiSka^^^MlIuu^f'^T*'*"?*' 

von 1990 wird ein potentiometrisches Verfahrln ,.,! . Tl;. ^i'"'''^'" dazugehdriger Rezeptor. 

aber ebenfalls bei kleineren Analytmolek"e„ be 5em '''^.'"^^^"'^ungsgcniaBen Verfahren entweder 

Bereichunter 1 ppm anwendbar ist Ko?S.S?J*1^^*"^^'n'™'^"«"^^^^''«"-™ 

Bei Immuno-Assays. die wie die Affinitat«.hpnn,o.«. '"'^o»o«'^eich (> 700 nm) fluoreszierenden Verbin- 

graphie betrieben werien uTd befdenen ei^ VeSST IZ^htJ" (^^.^o^^"' gebunden) verbunden. Die 

gungsreaktion mit einem marWeSn AnXmS^^ ^.r^,?"". Marker-MoiekOlsorten erfolgte 

ausgenum wird. beschreibtder Stand der^S bis srim ^1?^^'''^""/°?'""'"''*'' ""'^ ""^d 

her nur Messungen mittels DurcdifluBmeLiSn^i de rX L^'f.-^ "l*™" ^^"'e"- 

nen die Wechselwirkungszeit ( - reine MeSoiS den Si^;!^^' c ^°™8sweise anorganische 

messenden Gr6Den (ufht. siom etli du "h di^Strd s^ld^f^f "^.'i'^''"" Standardaustausch- 

mungsgeschwindigkeit vorgegebea relativ ku,^ 7„nr !?°'"'»'cl>ten an merten MetaJlelektrodea Bei den 

wenige Sekunden) isL EineSS k-Se MeSSiJ er ^Tll^T^'^^'V"''^ '"'^ P««*e- 

laubt vor allem bei Dim:hfluBrSuiS^ keine fohe J"' Fluoreszenz in, femen Infrarot (> 

eIekt™nische pilmpfu„g.Daher sinddefeJeZ^^^^^ ZStSl? ''^ 
dt inSl^pSSl;:^'^^^^^ , Das erfi„dungsgen,aBe Verfahren ist einfacher. emp- 
SignaJ-zu-Rauih-VerhLSL (^R^^^^^ ^ 2'?''' '"''"""r' .?"tl'*«" '^'^'^^ le.z.endlich 
gesetzt Ebenfalls unmaglich siybddem S^^^ fkalebisherbeschriebenenlmmuno- 
DurchstrSmen der markierten SubnaS dJSr S ^r^t ^°"'^'^h^f«er ist auch die direkte. extrem emp- 
DurchfluB-Detektor wSSmSS^ .2el5h ti Sen Sl^^h^'"'"?."' ^^'^"k^""* ^"^'g' 
Mittelwertbildung ahnlich positiv a S/R VeVhS » T derdni t"Jh "k"^"*"^ 

nis auswirken. Darflber hi^us ben6ti«n WiSo ^1 nLrh ^'^«:''r"^''"«? Verfahren nur mangelhaft 

messungen einen Bezugspunk^ dreiSrUmeTtS a""'''' '^^'^^'''^ e»«iert 

messung(Blindwertmes!uig^\reVbfancvE kSLZrSL'h^'''«'^""?'lr ^'^^ *^ "«^"« Mole- 

eine entsprechende VorrichTung verlanw. ^> (Schadstoffanalytik) vor allem in, Bereich 
Ober eine einfache und 3 auStische Abtren « il^™rt"'''Tl~'"' Oberwachung von maxi- 

nung der ebenfalls aus der imm^nSSen ReiS^^ ^aten Arbe.tsplatzkonzentrationen sowie der klini- 

zone austretenden Probenmatrix mS^nS:? KoI" Di^snose.P^r^ologi.,C.. 

istt s;^J:?fSSiteSrgt An'sz££~ — 

von zentraler Bedeutung und unabd"ngbfre Vorausset «hS n ^"""^^ ^'^'^ '"^obiU^ierten Partner 

zung bei repetitiven M^ungen. S denen si^h ««^undej. Das unmartae 

lich Fehlmessungen ebenfalls addieren. p!^ gebundenen, markierten 

Eine Gleichstellung von Immunoreaktionen mi» a. ^ein markiertes Gegenstuck (redox- oder fluo- 

zeptorreaktionenbzw.DNA P^LMutrun^mo^^^^^^ ^^f^.^.'^arkiertes Antigen- oder AntikfirpermolekOl = 

erkennenden Gast-/Wirtsn,oSSa|e"^^^^^^^^ Z« weTch« daCt Oberfl&henbin- 

Srth\'urj2te™r*^^^^ weK^.ntn'rrd'""' ^'"'^ "««s.gkeitsstr«mung 

Enzym diese selektiven BindungsreSbnen e? stI5k etJt uidri iS^rn- ' ^u"^'""*''" ^'^^"^'^i* 

behindert (sterische Behinderun|). Dies ist bei den rela teTlmm.l immobilisier- 

t.v kleinen Redox-Systemen oder IR-nLoresL?rende^^ komS^^^^?a c'" obenerwahnten 

MolekOlen nicht der Fall "uoreszierenden kompiementaren Systeme zu verstehen sind) in Wech- 

Es besteht daher ein BedQrfnis fQr ein irenerell «n f^- 5 u."*^*' '^^'^ Konzentration des Ana- 

wendbares Verfahren und eine VorrSiSng^cSe dte be " Svl'l?ii "L'""'^"'?'''''' '^^ m^i^trxen 

kannten Nachteile der direkt anzeiSSen Sid !„eh Hr ^l«'y^°'«'',«»^ kompeutiv gebunden. wobei eine um- 

mit markierten immunolol^K^^e^TblaufS^^^^^^ deJ di^^i?"r ^"'^h*- Bei beiden Versionen wer- 

Verfahren(allederzeitigenbLi,t^a^)S^^ l„«Jr "S?f 

Die Aufgabe der Erfndung. ^rESdlSe t "i. « "^"""r ""^^^^ 

erhdhen bei gleichzeitiger VeAnindeSSrder 5*^*^j!"f^™f'«'<>P«h^ 

ten Quersterungen aller traditioneUeTTmmun,vA«j;s vo^^.^ ^.T ''f " ^''^''^ ^^^^"^^ 

und ihnlicher Verfahren. wird erreicht dtrcffi Z """^ SpAIen 

ausgewahlte Kombination von mehrereS VerfSenf "nhaftender Probenmatrix gereinigt 

schritten gcmafl Anspruch 1. Verfahrens- Be. der erfindungsgemaBen Vorrichtung. bei der eine 

N^w^- " "'^'"^""^-^^^^^ 
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Kontakt mit der Probe mit immobilisienen Partnermo- 
lekulen bedeckt ist, die mit ihrem markienen Komple- 
mentamolekul abgesSttigt sind, kann auch die Abnah- 
me der Iniensitat der Markierung gemessen werden, die 
der Analytmenge proportional ist Bei dem anderen 
kompetitiven Test, bei dem markierte und unmarkierte 
AnaJytmolekOJe zusaramen zu den immobilisierten 
KomplementarmolekQIen. die freie Bindungsstellen ha- 
ben, zugeseizt werden, ist die Zunahme an markierten 
MolekOlen in diesem Oberflachenbereich der Konzen- 
tration des Analyten umgekehrt proportional Hier ist 
die Menge der markierten MoIekUle, die die immunoge- 
ne Zone ungebunden passieren. der Analytmenge direkt 
proportional Bei der Messung zuganglichen Oberfia- 
chen kann man also bei einer derartigen immunolo- 
gisch-analytischen Vorrichtung das Analysenergebnis 
doppelt (redundant) erhalten. Diese zweifache Bestim- 
mungsmdglichkeit ist neu und verbessert die Zuverias- 
sigkeit des gesamten Immuno-Assays erhebiich. Fehler 
und Stdrungen kdnnen durch die mangelnde Oberein- 
stimmung dieser beiden MeBwerte sofort erkannt wer- 
den. 

Das erfmdungsgemaBe Verf ahren ISuft auf eine I>op- 
pelbestimmung des Analyten hinaus. Die Abnahme der 
uber die immunogene Zone integrierten Signalintensitfit 
(konzentrationsproportional) muB bei einem Verdran- 
gungsassay der betreffenden Zunahme in der T^oIekOl- 
fanger"-Zone entsprechen (s. Abb. 2). Analoges gilt auch 
fur die Methode, bei der das markierte AnalytmolekOl 
vor jeder Analyse der Probe in einem bekannten Ver- 
haltnis beigemischt wird. Durch ein Auffangen der 
nichtgebundenen markierten und unmarkierten Analyt- 
molekule in einer speziellen Fangerzone laBt sich aus 
der dort meBbaren Konzentration an markierten Ana- 
lytmolkulen direkt auf die Konzentration der unmar- 
kierten Analytmolekule, die in der Probe vorliegen, 
schiieBen. Je hdher die Konzentration an markierten 
Analytmolekalen nach dem Durchstrdmen der immun- 
ogenen Zone, desto hoher die Analytkonzentration in 
der Proba 

Ein weiterer Vorteil (empfmdlicher und ungestdrter 
als bisherige Verfahren auf nichtenzymatischer Basis 
der Erfmdung) ist die Abtrennung der nicht spezifisch 
gebundenen Matrixsubstanzen vor der eigentlichen 
Messung sowie die Sammlung oder Anreicherung der 
markierten Molekule auf einer flachen Oberflache. auf 
der unmarkierte Partnermolekule mit freien Bindungs- 
stellen fest angebunden sind. so daB sie die markierten 
Partner, die den anderen immunologischen Bindungsbe- 
reich ungebunden durchlaufen haben oder dort durch 
den unmarkierten Analyten freigesetzt (aus der Bindung 
verdrangt) wurden, spezifisch anbinden. Die auf einer 
flachen Oberfiache angebundenen markierten Analyt- 
moIekOle, deren Menge nach Kalibration eine Informa- 
tion uber die in der Probe vorliegenden (unmarkierten) 
Analytmolekule eriaubt, kdnnen dann. je nach Art der 
Markierung, elektrochemisch oder optisch bestimmt 
werden, wobei sowohl lange MeBzeiien mit hoher 
Dampfung als auch zyklische oder repetitive Messun- 
gen mit elektronischer (oder rechnergestutzter) Mittei- 
wertbUdung mdglich sind. Nach den Gesetzen der Stati- 
siik laBt sich durch N Messungen das Signal-zu-Rausch- 
Verhaitnis urn den Faktor Wurzel-N verbessem. 

Anstelle der spezifisch bindenden Immuno-Partner- 
Molekule mit freien Bindungsplatzen als selektive 'T^o- 
lekOlfanger" nach der primaren kompetitiven Immuno- 
Reaktion kdnnen auch andere Sammelphasen verwen- 
det werden. Bei lipophiien Analytmolekulen reicht dazu 



eine zu durchstromende Zone, die mit Ol oder Wachs 
(oder PVC plus Weichmacher o. a.) getrankt ist, aus. 
Altemativ kann dafur auch ein Material verwendet wer- 
den, daB in der reversed phase Chromatographic ublich 
5 ist (z. B. RP-18 stationare Phase). Das letztere bietet sich 
insbesondere an. wenn ionisch vorliegende Analytmole- 
kQle festgehalten werden sollen. Hier gibt man der 
FlieBldsung ein entsprechend geladenes, lipophiles Ge- 
genion zu. Dadurch kommt es zu einer lonenpaarbin- 
10 dung im Ol oder Fett, welche eine Erschwerung der 
Passage der markierten Analytmolekule durch diese 
MolekQlfangerzone bewirkt Sie werden sich bei einer 
stromenden Tragerldsung gegen Ende der lipohilen Zo- 
ne anreichem und konnen so der empfindlichen Mes- 
15 sung zuganglich gemacht werden. 

Eine besonders einfache und elegante Vorrichtung 
stellt im Zusammenhang mit der Erfmdung die Verwen- 
dung von teststreifenahnlichem chromatographischen 
Material dar. Hier kann sowohl die Papierchromatogra- 
20 phie (erweitert um die Membranfiltermaterialien auf 
Celluloseacetat, -nitrat o. a. Basis) als auch die DQnn- 
schichtchromatographie Material-Lieferant sein (s. 
Abb, 2). Die Produktion der erfmdungsgemaBen Vor- 
richtungen geschieht denkbar einfach und rationell Im 
25 Bereich der umweltanalytischen Anwendung des hier 
offenbarten Verfahrens werden die entsprechenden 
poly. Oder monoklonalen Antikdrper bzw. Fab-Frag- 
mente mit Hilfe bekannter Bindungstechniken (kovalen- 
te Immobilisierung mittels SpacermolekQIe und Fc-Teil 
30 bindenden Komponenten) richtig orientiert (Bindungs- 
stellen nach auBen) auf aber 75% der Teststreifenflache 
aufgebrachL Nach Fbderung dieser analyterkennenden 
MakromoIekQle auf der Teststreifenoberflache wird der 
Anfangsbereich in eine Lfisung getaucht, die nur mar- 
35 kierte Analytmolekule enthalt Dadurch werden alle 
Bindungsstellen mit diesem markierten Analytmolekiil 
abgesattigt Die Lange dieser immunogenen Zone ent- 
spricht dabei der GrdBe des MeBbereichs. Danach wird 
griindlich gespult, um rein adsorptiv gebundene. mar- 
40 kierte Analytmolekule zu entfemen. Der Rest des Tests- 
treifens enthalt nunmehr die analyterkennenden Anti- 
kdrpermolekale (oder bei den anderen analogen Reak- 
tionea die entsprechenden DNA's oder Wirtsmolekflle) 
mit freien Bindungsstellen und dient als Molekulfanger 
45 ftir die spatere Messung. Zum Abschlufl dieser Sammel- 
zone kann vorteilhafterweise eine dflnne Zone mit Dia- 
lysier-Eigenschaften verwendet werden. 

Dadurch wird erreicht. daB der fUeBende Grundelek- 
trolyt (durch die Art der Antikorpermolekule bestimmt) 
50 zwar diese Zone passieren kann, die grdBeren markier- 
ten Analytmolekflle aber zuriickgehalten werden und 
dadurch in einer extrem kleinen Zone auch angereichert 
werden. Diese Anordnung kann auch in durchsichtigen 
Glasrohren oder preiswerteren Plastikrohren, gefullt 
55 mit dem betreffenden chromatographischen Material 
durchgefahn werden. Falls diese Rdhre mit der Dialy- 
siermembran abgeschlossen wird, kann man auch auf 
andere Sammelzonen verzichtea Hier muB nur der un- 
gehinderte Zugang der optischen Strahlengange garan- 
60 tiert werden. die hier vorzugsweise nicht seitlich der 
Rdhre, sondem axial angebrachi werden. Bei redoxmar- 
kierten Analytmolekulen wird diese Dialysierfolie de- 
moniierbar angebracht, so dafl deren Innenseite mit den 
aufgesammeltea markierten Analytmolekulen, die in 
65 der primaren Immunozone analytproportional freige- 
setzt worden sind. der planaren elektrochemischen Zei- 
le zuganglich gemacht werdea Selbstverstandlich kann 
letztere auch zuvor durch mikroelektronische Methode 
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fest auf die Innenseite der Dialysierfolie aufgebracht Alternativ konnen andere elektrochemische Metho- 

den angewandi werden, die zu keinem Verbrauch oder 
Die Elektrodenflachen sind miniaturisiert und erfor- Netio-Umsau des reagierenden Systems fOhren. d h. 
dem nur minimale EdelmetaUmengen, so daB auch in auch die Methode der Pulsvoltammeirie oder der diffe- 
diesem Fall die PrQfrdhrchen-ahnlichen Gebilde nach 5 rentiellen Pulsvoliammetrie oder der Square-wave Vol- 
einer Messung verworfen werden kdnnea Die R6hre- tammetrie sind hierzu geeignet, lassen sich aber aus 
nanordnung erfaBt wegen der grdBeren Menge an im- prinzipiellen Griinden nicht so schnell zyklisch beirei- 
mobilisierten analyterkennenden und -bindenden Anti- bea 

korpermolekulen einen groBeren Konzenirationsbe- Ein weiterer erfindungsgemaBer Verfahrensschriti, 
reich des Analytea d. h. die Kalibrierkurve geht spSter to der vorteilhafterweise zur gewQnschten extremen Emp- 
als bei den planaren Anordnungen in einen Sattigungs- findlichkeitssteigerung fQhrt, liegt in einer speziellen 
bereich Qber. Die Auswertung kann auch fiber die ver- Kompensationsmethode fur den bei schnellen Arbeits- 
drMngten Strecken (oder integriert davon) erfolgen (s. elektrodenpotential-Scanraten zunehmenden kapaziti- 
Abb. 2). Dazu kann ein preiswerter Laserdioden-Scan- ven Strom, der den Signaluntergrund bildet Dazu wird 
ner verwendet werden. 15 ein computergesteuertes Auswertsysiem verwendet, 

Zur Anreicherung der freigesetzten oder nicht gebun- das mittels eines schnellen AD-Wandlers wie ein Scan- 
denen markierten Analytmolekiile kann sowohl bei der recorder arbeitet Die Compensation des nicht faraday- 
Verdrangungsmethode als auch beimkompetitiven Ver- schen Untergrundstromes, die ebenfalls zur Empfind- 
fahren (jeweiliger Zusatz von markierten Analytmole- lichkeitsteigerung einen entscheidenden Anteil beitragt, 
kulenzuBeginn des Assays) auch einefreieEndzone der 20 kann auf zwei Arten erfolgen. die fur sich allein oder 
oben eriauterten Anordnungen dienen, bei der aber das zusammen verwendet werden konnen. Bei Arbeitselek- 
Ldsungsmittel verdampft Die ausgewahlten, stabilen troden mit Durchmessem uber 10 ^m wird die Kanalzu- 
Redox-Marker-Molekille sowie die IR-Fluoreszenzmo- ordnung des Scanrecorders bei Erreichen des Potentia- 
lekule vertragen dabei auch Temperaturerhahungen, lumkehrpunktes ebenfalls umgekehrt. als ob mit einem 
Bei AntikdrpervertrSglichkeit lassen sich auch leichter 25 X-Y-Schreiber die Spannung an der Arbeitselektrode 
verdampfbare L6sungsmittel zu Effizienzsteigerung gegen den flieBenden Strom (engl. C-V Diagram) auf- 
verwenden, wobei auch eine Zudosierung nach der pri- gezeichnet wiirde. Da dies einer einfachen Signaladdi- 
maren immunogenen Zone moglich wird. Wichtig ist, tion gleich kommt. kompensieren sich pro MeBkanal 
daB die Verdampfung zur Konzentrierung der Marker- (Zeitfenster oder Potential) gleich groBe anodische und 
molekule auf eine kleine Zone (Bereich) beschrinkt 30 kathodische StrOme. Ledigiich bei den um ca. 60 mV 
wird Weil dadurch das Ldsungsmittel die zu detektie- auseinanderliegenden Stromspitzen ist das nicht der 
renden Molekule dorthin transportiert bevor es ver- Fall. 

dampft und seine Transportfracht dort zuruck laBt Die Ein weiterer Schritt , der fur das Ziel dieser Erfmdung 
Abb. 1 bis 2 verdeutlichen anhand von Skizzen die ver- wesentlich von Vorteil ist, ist die erst durch schnelle 
schiedenen Anordnungsmdglichkeiten. 35 Wiederholmessungen ohne Verbrauch der gemessenen 

Die erfindungsgemafl optimierte elektrochemische Substanz mdgliche elektronische Mittelwertbildung. 
MeBmethode stellt eine zyklische Voltammetrie in Ver- Mit einem Signalmiitelwertbildner laBt sich zusatzlich 
bindung mit einem stabilen Redox-System dar. wobei dabei auch noch das Signal/Rauschverhaitnis (S/R) dra- 
sich letzteres von aDen mdglichen dadurch auszeichnet, stisch steigem. weil man mehrere Tausend Zyklen mit- 
daB es eine besonders hohe Standardaustauschstrom- 40 teln kann. Da man bei reversiblen Redoxsystemen leicht 
dichte besitzL Die zyklische Voltammetrie garantiert weit uber 100 Potentialzyklen pro Sekunde (> 100 Hz) 
bei Dunnschicht-MeBzellen, daB nettomaBig keine durchscannen kann, ergibt sich hier beispielsweise 
MeBsubstanz elektrochemisch umgesetzt, d h. ver- schon in einer Sekunde eine Verbesserung des Signal- 
braucht wird Hierbei wird stets nur oxidiert und redu- zu-Rausch-Verhaitnisses um den Faktor 10. Bei MeBzei- 
ziert Die hdchste MeBempfindlichkeit wird erfindungs- 45 tea die denen der Immuno-Assay-Verfahren mit En- 
gemaB dann erzielt, wenn der Potentialbereich. in dem zymmarkem entsprechen, ergeben sich Verbesserungen 
die Arbeitseiektrode(n) zyklisch betrieben wird das dieses die Nachweisgrenze bestimmenden S/R- Verhalt- 
Halbstufenpotential des Redoxmarkers einschlieBt nisses um mehrere GroBenordnungen, ohne dafl die 
(-H/- 200—600 mV). Bei hohen Potentiaianderungsge- Nachteile der empfindlichen EiweiBmolekule (Enzyme) 
schwindigkeiten(> 500 m V/sec Scanrate) entstehen bei 50 hier stdren. Das zweite Verfahren zur Unterdriickung 
Arbeitselektroden > 10 jim anodische und kathodische des storenden kapazitiven Stromuntergrundes bei der 
Stromspitzen, die der Konzentration des Redoxsystems zyklischen Voltammetrie verwendet als Arbeitselekiro- 
proportional sind Je hoher die Scanrate desto grdBer de ein Ultramikroelektroden-Array mit Einzelelektro- 
werden die Stromspitzen. was einer Empfindlichkeits- dendurchmessem von unter 10 ^m. Hier entstehen kei- 
steigerung gleichkommt Werden als Redox-Marker. 55 ne anodischen und kathodischen Stromspitzen mehr, 
Systeme mit den hdchsten Standardaustauschstrom- sondem eine Stromstufe mit gut ausgepragten Plateaus, 
dichten (z. B. Ferrocenverbindungen, Rutheniumkom- Die Stufenhdhe ist ahnlich wie bei der Polarographie 
plexe,HexacyanoferratII/III,J~/Ju. a. verwendet, dann der Konzentration des elektrochemisch umgesemen 
stOren nicht vollstandig abgetrennte Redoxsystem aus Redoxsystems (Markermolekuls) proportional Die er- 
der Probenmatrix wesentlich weniger, wenn mit kurzen eo TrndungsgemaBe Vorrichtung verwendet hierzu eine 
Zykluszeiten (schneUer Spannungsrampen) gearbeitet planare Array-Anordnung von ca. 2000 Einzelelektro- 
wird Die besten. reversiblen Redoxsysteme lassen hier- den mit 3 jtm Durchmesser, bei der die Bezugs- und 
bei durchaus liber 1000 zyklische Voltammogranmie Gegenelekirode bereits optimiert in die Gberflache in- 
pro Sekunde (1000 Hz!) zu. Restbestande von weniger legriert vorliegL Hier hat sich nur eine von vielen mogli- 
reversiblen,eventuellst6renden Redoxsystemen aus der 65 chen geometrischen Anordnungen als geeignet erwie- 
Probenmatrix lassen sich elektrochemisch nicht so sen (siehe Abb, 3). 

schnell umsetzen und erzeugen daher auch kein MeBsi- Die neue Anwendung der zyklischen Voltammetrie 
gnal(StromnuBX zur Erzielung extremer MeBempfmdlichkeiten bei Re- 



DE 42 16 696 Al 



10 



doxsystemen oder Maxkermolekulen mit Redoxgrup- 
pen ist dadurch mdglich, weil durch die abwechselnde 
Oxydation und Reduktion kein Verbrauch des MeBstof- 
fes auftritt Eine Wegdiffusion des Redoxsystems wird 
eiTindungsgemiB dadurch geldst. daB eine DOnnschicht- 
zellen- Anordnung gewahlt wird. Hierbei werden die Ar- 
beitselektrode(n) sowie die Gegen- und Referenzelek- 
trode gegen die mit Grundelektrolyt befeuchtete Ober- 
flache mit den redoxmarkierten Partnermolekalen ge- 
driickt Gegebenenfalls kdnnen die unmarkierten Part- 
nermolektile, die die redoxmarkierten MolekQle binden, 
auch direkt auf oder unmittelbar neben der Elekiroden- 
oberfiache imraobilisiert sein. Die Zykiisierung ist bei 
Nachweisgrenzen unter 1 ppb (Redox-System) notwen- 
dig, denn bei solch extrem kJeinen Konzentrationen 
mussen mdglichst aile Molekule elektrochemisch erfaBt 
werden- Dann entspricht eine Stromstarke von einem 
^lA einer umgesetzten Substanzmenge von ca. 10"*** 
mol/sec Derzeitig eriauben gute elektrochemische 
MeBzellen auch noch zuverl^ssige Strommessungen im 
nA-Bereich, was einer tausendfach kleineren Umsatzra- 
te entspricht Durch die Signalmittelwertbildung wer- 
den nunmehr Pico- und Femio-Amperstrdme meBbar. 
was zu Umsatzraten von 10"'* resp. 10~** mol/sec 
fuhrt 

Bei der optischen Detektion erh^lt man die ge- 
wunschte Empfindiichkeitssteigerung durch die Kombi- 
nation von mehreren, mindestens zwei VerfahrensmaB- 
nahmen. 

Als erste MaBnahme verwendet man MarkermoIekQ- 
le, die im IR stark absorbieren, und im noch femeren 
Infrarot fluoreszieren, weil dadurch der stOrende Fluo- 
reszenzuntergrund von einigen EiweiBmoIekQlen (z. B. 
bei biologischen Matrices) nicht auftritt und die preis- 
werten Laserdioden als Anregungsquelle hoher spek- 
traler Leuchtdichte besonders vorteilhaft sind. Das 
emittierte Laserlicht erlaubt durch seine geringe Strahl- 
konvergenz besonders exakte Abgrenzungen des MeB- 
fensters. Als weitere MaBnahme verwendet Fluores- 
zenzmarkermolekQle, deren Fluoreszenz besonders 
langsam abklingt, so daB man diese Fluoreszenz gut von 
der schnell abklingenden der st&renden Molektile in der 
Probenmatrix abtrennen kann. Im Gegensatz zu einer 
kommerziell erhaltlichen Anordnung, bei der einfach 
das Anregungslicht durch einen Shutter unterbunden 
wird, und die eigentliche Messung des Fluoreszenzlich- 
tes erst nach einigen Millisekunden (nach vdlligen Ab- 
klingen der StOrfluoreszenzstrahlung) beginnt und Ober 
eine gewisse Zeit integriert wird. geschieht die Auswer- 
lung bei dem erfmdungsgemaBen Verfahren iiber eine 
direkt und schneller messende elektronische Berflck- 
sichtigung der langsameren Abkiingzeit Hierzu wird 
ein Lock-In Verstirker benutzt, der eine frequenz- und 
phasenselektive Verstarkung ermdglicht Die Unter- 
driickung der storenden Fluoreszenz mit der schnellen 
Abkiingzeit geschieht hier durch eine geeignete Wahl 
des Phasenwinkels am MeBgerat Vorteil dieser Metho- 
de gegenuber der Zahlratenmethode (Photonenzah- 
lung) der kommerziellen Version ist die hdhere Emp- 
fmdlichkeit, weil die frequenzselektive Verstarkung nur 
einen Bnichteil des meist weiBen elektronischen Rau- 
schens des Photo-Empfangers verstarkt und weil bei 
hdheren Licht-Chopper Frequenzen gearbeitet werden 
kann, was die Anzeigegeschwindigkeit drastisch erhdht, 
so daB auch DurchfluBmessungen, wie bei der FIA ub- 
lich. noch entsprechend sensitiv durchgefuhrt werden 
kdnnen. 

Diese a a. Vorteile werden bei der Erfindung erhal- 
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A) eine Art Affinitatschromatographischer Saule 
Oder auch eine offene oder der optischen und elek- 
trochemischen Messimg zuganglichen Oberflache 
eines beEebigen Tragermaterials mit immobilisier- 
ten Partnermolekalen zu dem zu besiimmenden 
MolekQl(Analyt); 

B) eine gleichartige der Messung zugangliche 
"Sanuneloberfiache" fGr freigesetzte markierte 
Analytmolekiile (im Falle einer Verdrangungsreak- 
tion auf obiger Saule oder Oberflache, die mQg- 
lichst voUstandig mit markierten immunogen ge- 
bundenen AnalytmolekOlen beiegt ist, durch un- 
markierte AnalytmolekOle); 

C) eine erfindungsgemaBe flache elektrochemische 
MeBzelle in einer aus zwei oder drei Elektroden 
bestehenden potentiostatischen Schaltung mit ei- 
ner Oder mehreren Arbeitselektroden, die eine Zy- 
klovoltammetrie im elektroaktiven Bereich des be- 
treffenden Redoxsystems (repetitive Oxidation und 
Reduktion) durchfQhrt und die in unmittelbaren 
Kontakt mit der "Sammeloberflache" oder der un- 
ter A) genannten gebracht werden kann; 

D) eine Fluoreszenzanordnung, die mittels Laser- 
dioden zur Fluoreszenz bei Emissionswelleniangen 
> 700 nm anregt und die schnell zwischen einem 
unmarkierten Untergrund und den Stellen, wo die 
optisch markierten AnalytmolekOle auf den betref- 
fenden Oberfiachen festgehalten werden hin und 
her oszilliert (altemativ kdnnen auch Fluoreszenz- 
marker verwendet werdea die die Methode der 
zeitverzdgerten Fluoreszenz ermdglichen, wobei 
aber hier die direkte und schnelle Messung mittels 
eines elektronischen phasenselektiven Verstarkers 
erfolgt, die ebenfalls mit Hilfe von Lichtleitern 
schnell zwischen einem unmarkierten und markier- 
ten Untergrund hin und her oszillieren kann). 

E) einen elektronischen Signalmittelwertbildner 
oder eine computergestOtze Aufaddition von Si- 
gnal-Zeit-Kurven (Zeit proportional zur Spannung 
bei der elektrochemischen Detektion oder zum 
MeBort beim optischen Verfahren). Dabei mittelt 
sich ein statistisches elektronisches Rauschen in 
den hdchsten Empfindlichkeitsbereichen zu Null. 

F) Falls bei der auswertenden Messung sowohl die 
Anderung der markierten Analytmolekiile in der 
primaren immunogenen Zone als auch die in der 
Sammelzone erfaBt wird, kann man neben einer 
Doppelmessung auch durch Quotientenbildung ei- 
ne Art innere Standardisierung durchfOhren. Dies 
verbessert die Zuveriassigkeit der Messungen ahn- 
lich wie bei der intemen Standardisierung von 
emissionsspektroskopischen Methoden. 



Die Oberflache mit dem immobilisierten immunolo- 
gischen PartnermolekOI zum Analyten sollte im Interes- 
se eines groBen MeBbereichs hoch beladen seia Auch 
muB das betreffende Molekul mit einer richtigen Orien- 
60 tierung (Epitop- Bereich auBen) dort inmiobilisiert sein. 
Dies lal3t sich a a. auch unter Zuhilfenahme eines geeig- 
net gewahlten elektrischen FeWes (oder Stromes) an der 
Phasengrenze Trageroberfiache/MeBldsung bewerk- 
stelligen. Dadurch kommt es zu einer gerichteten Inuno- 
65 bilisierung dieser Partner, ohne daB teure Spezialsub- 
stanzen (als ubliche SpacermolekQle) dafOr bendtigt 
werdea Die gerichtete Immobilisierung ergibt zusam- 
men mit einer hohen Immobilisienmgsdichte eine hohe 
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kovalent angebunden werden (20-30). Die Europium- 
chelatverbindung wurde in diesem Beispiel anstelle des 
IR-Licht emittierenden Markers genommen. weU die 
hier auftretende Huoreszenz wesentlich langsamer ab- 
klingt als die der stdrenden Probenmatrix (EiweiBmoIe- 
kule bei biologischen Proben). Gemessen wurde am En- 
de einer kJeinen Saule, die mit den Sepharose-MateriaJ 
und dem markierten Immunkomplex beladen war. Bei 
Zugabe von unmarkierten HSA wurde das mit dem 
Fluoreszenzmarker versehene von der Oberflache der 
mit HSA-Antik6rpem beladenen Scpharose-Partikel 
verdrangte HSA MolekQl in einer DurchfluBmeBzelle 
vermessea Dazu wurde Licht der WeUenlange 350 nm 
verwendet, dessen Strahlengang durch einen optischen 
Chopper mit einer Frequenz von 140 Hz zerhackt wur- 
de. Im rechten Winkel zum Anregungslicht wurde das 
Fluoreszenzlicht gemessen. Als Lichtdetektor wurde ein 
Photomultiplier verwendet und am Lock-In Verst^rker 
em Phasenwinkel von 0** eingestellt Die Abb. 5 zeigt die 
Signale, die durch die Zugabe von unmarkiertem HSA 
gemessen werden kfinnen. Sie sind der HSA-Konzen- 
tration der auf die SSule aufgegebenen Probe propor- 
tional Durch diese MeBtechnik lassen sich pro Zeitein- 
heit wesentlich mehr Proben analysieren, als mit der 
Photonenzahlung. die auch der FIA-Technik verschlos- 
sen bleibt Neben HSA konnten durch die ImmobUisie- 
rung entsprechender mono- und poIyklonaJer Antikor- 
per auch andere Analyte, wie Atrazin oder andere 
Schadstoffe sehr empfindlich im sub ppm-Bereich mit 
hoher Genauigkeit bestimmt werden. 
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klassischen zykJischen Voltammetrie liegt im miiUmoIa- 
ren Konzentrationsbereich. Durch die Methode der 
eiektronischen Signalmittelwertbildung. die hier wegen 
der vcrbrauchslosen MeBtechnik angewandt werden 
5 kami, lassen sich. wie Abb. 8 zeigt, noch extrem geringe 
Redoxkonzentrationen weit unterhalb des mikromola- 
ren (jtmol/L) Bereiches mit einem sehr guten Signal/ 
Rauschverhaltnis quantitativ bestimmen. Bei einer Zy- 
klusfrequenz von ca. 1000 Hz kdnnen beispielsweise in 

10 emer Sekunde 1000 Oxidations- und Reduktionsreaktio- 
nen durchgefOhrt werden. was bezuglich des elektro- 
chemischen Signals gleichbedeutend mit einer zehntau- 
sendfach hSheren Redoxmittelkonzentration (vergii- 
chen zur Qbiichen 0,1 Hz Arbeitsweise) ist oder einer 

15 entsprechend erhdhten Elektronentransferzahl ent- 
spncht. was gleichbedeutend ware mit einem Analytmo- 
lekul. an dem eine entsprechende Anzahl von Ein-Elek- 
tronen-Redoxmolekiilen angebunden wiren. 
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Beispiel 4 



Beispiel 2 

Elektrochemische Detektion von Redox-markierten 
Analytmolekiilen: 

Als Analyt wurde das umweltrelevante Atrazin ge- 
wahlt Letzteres wurde durch Standardmethoden der 
organischen Synthese in 6 Stufen mit einem modifizier- 
ten Ferrocen-MolekQl kovalent verknOpft Das ausge- 
wahlte. sehr reversible Redox-System muflte zuvor in 
erne wasserldsliche Form durch Anfiigen stark polarer 
Seitenketten uberfQhrt werden. Die einzelnen chemi- 
schen Syntheseschritte, die - ausgehend vom kommer- 
ziell erhaitlichen Ausgangsprodukt - notwendig waren 
sind in Abb. 6 aufgef Ohrt 

Die letzte Verbindung, das redoxmarkierte Atrazin 
wurde nach Reinigung sowohl fur die VerdrSngungsme- 
thode als auch fQr die kompetitive Methode in einem 
Atrazin-Assay eingesetzt Die entsprechenden Antikfir- 
per wurden von Hock et aL in der Uteratur beschrieben 
(U). Die Abb, 7 zeigt zyklischc Voltammogramme die- 
ses redoxmarkierten Atrazins in extrem hoher Verdiin- 
niing auf einer Trageroberniche. Bedingt durch den un- 
mittelbaren Kontakt des Redoxsystems mit der Arbeits- 
elektrodenoberfiache und dem Nichtvorhandensein von 
andiffundierenden oder abdiffundierenden Redoxmole- 
kfllen ergeben sich im zyklischen Voltammogramm 
scharfere Peaks als Qblich. Dieser Effekt wirkt auch 
empfindlichkeitssteigemd 



Unterdrflckung des kapazitiven Stromanteils bei 
schneUen zyklischen Voltammogrammen durch Anwen- 
dung der zyklischen Mittelwertbildung: 
25 Bekanntlich tritt bei schnellen Potentiaianderungsge- 
schwindigkeiten wegen der entsprechenden Umladung 
der Doppelschichtkapazitat an der Arbeitselektroden- 
Grenzflache ein sog. kapazitiver Strom auf, dessen Gro- 
Be leider proportional zur Anderungsgeschwindigkeit 
30 ist, so daB eigentlich eine extrem schnelle Zyklusge- 
schwindigkeit bei der zykJischen Voltammetrie ausge- 
schlossen sein sollte, weil dieser Anteil den des betref- 
fenden Redox-Peaks (faradayscher Strom) bei weitem 
ubersteigt und zu Voltammogrammen fuhrt. wie sie in 
35 Abb. 9 dargestellt werdea Fuhrt man hingegen bei Ma- 
kro-Arbeitselektroden die Spannungskoordinatenwerte 
ahnlich wie bei einem X- Y-Schreiber rQckwarts zahlend 
auf die einzelnen Digitalkanaie des Mittelwertbildners 
Oder Scan-Recorders mit dieser Vorrichtung, so fuhrt 
40 die Umkehrung des Vorzeichens der Stromstarke bei 
der Aufaddition in ein und denselben FCanal (der einem 
genau bestimmien Arbeitselektrodenpotential zugeord- 
net ist) zu einer Kompensation des kapazitiven Strom- 
anteils. Dies geschieht nahezu vollstandig. da der Kapa- 
45 zitatsstrom bei konstanter Doppebchichtkapazitat (bei 
gleichem Arbeitselektrodenpotential bis auf das Vorzei- 
chen der Potentialandeningsgeschwindigkeit dU/dt 
proportional ist Lediglich die faradayschen Strompe- 
aks. die proportional der Konzentration des Redoxsy- 
50 stems sind, werden durch diesen Schaltungstrick nicht 
kompensiert, da sie bei unterschiedlichen Potentialen 
ablaufea Man erhait also ein rauscharmes, gemitteltes 
zyklisches Voltammogramm, daB wie in Abb.8e ge- - 
zeigt. aussieht Erst durch diese schaltungstechnische 
55 und elektronische Vorrichtung ist es mCglich, mit Poten- 
tialzyklusraten von weit fiber 100 Hz zu arbeiten. 

Beispiel 5 



Beispiel 3 

Steigerung der Nachweisgrenze durch repetitive 
elektrochemische Oxidation mit anschlieBender Reduk- 
tion: 

Als reversibles Redox-System wurde Hexacyanofer- 
rai (II/IIl) in einem Verhaltnis von etwa 1 : 1 gewahit 
Die typische Nachweisgrenze fOr dieses System bei der 



60 Unterdruckung des kapazitiven Stromanteils durch 
Anwendung eines Ultra-Mikroelektroden-Arrys: 

Wird die Oberflache der Arbeitselektrode verklei- 
nert, so vemngert dich die zugehdrige Doppelschicht- 
kapazitat wesentlich starker als die faradaysche Strom- 
as dichte, d h. das Verhaltnis von faradayschem Strom (der 
analytpropordonal ist) zu kapazitivem wird extrem ver- 
bessert, so daB exu-em schnelle Potentialanderungsge- 
schwmdigkeiten vom > 500 V/sec mdglich werden. Zu- 
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satzlich sorgen die veranderten Diffusionsbedingungen 
fur die eiekiroaktive Species zu einer andcrcn Signal- 
form. Ultra-Mikroelektroden (Durchmesser < lOum) 
erlauben zum Unterschicd zu einer planaren Diffusion 
bei Makroelektroden spharische E>iffusionsbedingun- 5 
gen und seuen so wenig Substanz um, daB es zu keiner 
in die Ldsung hineinwachsenden Verarmungsschicht 
kommt, was sich im Voitaxnmogramm durch eine Ware 
Stufe und ein stabiles Grenzstromplateau zeigt Die 
Abb. 10 zeigt den Unterschied zwischen einem zykJi- jo 
schen Voltammogramm einer Spur eines Redoxsystems 
bei einer Makroelektrode und einera Ultra-Mikroelek- 
troden-Array der in Abb. 3 offenbartcn geometrischen 
Anordnung. Das Array hat genau die gleichen Eigen- 
schaften wie eine einzelne Ultra- Mikroelektrode, hat 15 
jedoch den Vorzug. daB die Stromstarke entsprechend 
der Anzahl der Elektroden vergrdflert ist 
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Beispiel 6 

Anordnung fur eine besonders einfache AusfQhrungs- 
form: 
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AnstelJe der erzwungenen Strdmung bei der Flieflin- 
jektionsanalyse kSnnen vorzugsweise auch Kapillar- 
krfifte herangezogen werden. Neben dem Prinzip der 25 
Papier und Dunnschichtchromatographie kdnnen auch 
andere Trager fur die immobilisierten Partnermolekiile 
venvendet werden. Ein Beispiel dafUr kann ein Stiick 
einer saulenformigen Kreide (oder Sinterglas/keramik) 
darstellen. Hier werden bei haptenahnlichen Analyten 30 
die Antikdrpermolekflle schon vor der Immobilisierung 
an der Kreideoberfiache mit den markierten Analytmo- 
lekfllen abgesattigt Die Inmiobilisierung kann durch 
einfaches Eintauchen in dieser Ldsung geschehen. wo- 
bei man die Laufstrecke beobachten kann. Die MoIekQl- ^5 
Assoziate werden mittels bifunktioneller Reagenzien 
quervemetzt bzw. an der Oberflache fixiert Von dieser 
primaren immunologischen Zone wird, getrennt durch 
eine unbehandelte FlieBstrecke, eine zweite MolekQJ- 
Sammelzone errichtet Aus GrQnden einer hohen Emp- 40 
fmdlichkeit geniigt hierbei ein schmaler Bereich unmit- 
telbar am Ende des Kreidetragers. Im Beispiel wird die 
Endoberflache mit den gleichen Antikdrpem versehen. 
die auch in der primaren immunologischen Zone ver- 
wendet wurden. nur mit dem Unterschied. daB hier die 45 
anaJytselektiven Bindungsstellen frei sind, so daB sie die 
durch den unmarkierten AnaJyten in der Probe freige- 
setzten markierten Analytmolekflle wieder aufsammeln 
und auf kJeinstem Raum konzentrierea Die eJektroche- 
mische oder fluorimetrische Messung erfolgt dann auf 50 
der polierten Endflache der Kreidesaule. Die Str6mung 
ernes Tragerelektrolyten oder der Probe durch die ICa- 
pillarkrafte wird durch Aufsetzen eines saugfahigen 
Pfropfens auf diese Endflache aufrechterhalten. Die ver- 
messene Probemenge muB aus der Abnahrae des Pro- 55 
benvolumens ermittelt werden. 

Wird bei der Erfmdung ein Trager (z. B. DurchfluB- 
Saule. FlieBpapier. Membranfilter eta venvendet. an 
dem ein Partner gebunden ist. wird dieser mittels einer 
kompetitiven Reaktion durch den unmarkierten Analy- 50 
ten verdrangt Er wird jedoch am Ausgang der Saule 
noch vor der Messung emeut von immobilisierten Kom- 
plementmolekillen gebunden und dadurch zur eigentli- 
chen Messung angereichert. wobei gleichzeitig auch 
starende Begleitstoffe durch Spulen entfemt werden 65 
kdnnea bevor die extrem empfindliche elektrochemi- 
sche Oder optische Messung repetitiv durchgefiihn wird 
und durch SignalmittelwertbUdung das SignaJ-zu- 



Rausch-Verhaitnis beliebig gesteigert wird. 
Literatur: 

1) S. WQst. U. Doht. Th. Giersch. Ch. Wittmann. B. Hock. 
GIT, Fachz. Ub. 2 (1990) 99- 106. 

2) B. Hock. Z. Wasser-Abwasser-Forsch. 22 (1989) 
78™ 84. 

Patentansprflche 

1. Verfahren zur DurchfQhrung besonders empfind- 
licher Immuno-Assays und weiteren Assays, die auf 
MolekQl-Rezeptor-, DN A-komplementar- DN A- 
Strang sowie Gast-Wirtsmolekul-Wechselwir- 
kungskraften beruhen, gekennzeichnet durch 
schnelle und repetitive Messungen der Stromstarke 
Oder des Ruoreszenzlichtes und Doppeimessung 
und Vergleich/Quotientenbildung in mindestens 
zwei MeBzonen bzw. Kalibrierung analog der Me- 
thode des inneren Standards, unter Verwendung 
stabiler redox- oder IR-fluoreszenzmarkierter 
Analytmolekule bei immuno Assays und ahnlichen 
Assays. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl als analyterkennende MolekQle oder 
Molekfllassoziationen die jeweiligen Partner der 
sich extrem selektiv verbindenden Molekul-Paare: 
Antik6rper (Antikdrperfragmeni mit Bindungsstel- 
le) - Antigen. MolekQI - Rezeptor. DNA-Ab- 
schnitt — komplementarer DNA-Abschnitt sowie 
GastmolekQl - Wirtsmolekul an besonderen 
Oberflachen und in bestimmten Zonen verteilt im- 
mobilisiert verwendet werdea 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das zum Analyten komplementare 
Partnermolekul an einem stationaren Trager an 
zwei getrennten Zonen immobilisiert wird, wobei 
die MolekQle der ersten Zone zu Beginn einer Ana- 
lyse mit dem redox- oder fluoreszensmarkienen 
Analytmolekfll abgesattigt werden, so daB dadurch 
alle Bindungsstellen blockiert sind und bei IContakt 
mit dem nicht markierten AnalytmolekOl aus der 
Probe eine Verdrangung der markierten Analyt- 
molekule stattfindet, wobei letztere aber an ande- 
rer Stelle der Vorrichtung auf moglichst kleinem 
Volumen wieder gesammelt werden, bevor sie 
elektrochemisch oder optisch repetitiv bis zum ge- 
wiinschten Signal/Rauschverhaitnis vermessen 
werden. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB neben der Verdrangungsreak- 
lion auch eine kompeiitive Bindungsreaktion zwi- 
schen dem unmarkierten AnalytmolekOl in einer 
Probe und dem redox- oder fluoreszenzmarkierten 
Analytmolekul. das jeder Probe im bekannten Ver- 
haitnis zugegeben werden muB, an tragergebunde- 
ne Partnermolekflle ablaufen kann. wobei hier nach 
Spaiung der nicht gebundenen Molekflle und Ent- 
femen der Probenmatrix die repetitive elektroche- 
mische oder optische Messung erfolgen kann. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 2-4. dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die betreffenden analyterken- 
nenden IComplementmolekule auf Trageroberfla- 
chen immobilisiert sind, die die repetitive elektro- 
chemische oder optische Messung ermdglichen. al- 
so entweder den innigen Kontakt mit einer plana- 
ren elektrochemischen Drei-Elektroden-MeBzelle 
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erlauben bzw.die Messung des IR-Huoreszenzlich- 
tes ermdglichen. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 2-5. dadurch ge- 
keimzeichnet, dafi als Trager fOr die an besiimmten 
Stellen rmerten analyterkennenden und selektiv 5 
bindenden KomplementmolekQle neben dem typi- 
schen Mikrotitermaterial Polystyrol vorzugsweise 
chromatographische stationare Phasen. wie adsor- 
bentoengefQUte Sflulen, RP-18 ahnliche Materialien. 
Fliefipapierstreifen. Membranfilterstreifen auf Cel- in 
lulosebasis o. a, die Kapillarflufieigenschaften ha- 
ben. verwendet werdea 

7. Vorrichtung nach Anspruch 2-6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB auf einer Probenlaufstrecke (Art 
affinitatschromatographischer Miniatursaule) min- 15 
destens eine primare immunologische (oder allge- 
mein: analytspezifisch bindende) Zone gegebenen- 
falls zusammen mit einer weiteren Sammel- und 
Anreicherungszone vorhanden ist 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7. dadurch gekenn- 20 
zeichnet, daB die affinitatschromatographische Ab- 
trennung, Verdrangung oder kompetitivc Anbin- 
dung entweder planar durchgefOhrt wird. so daB 
die planare elektrochemische Drei-Elektroden- 
Meflkette ungehinderten Kontakt mit unterschied- 25 
lichen Oberflachenabschnitten finden kann und 
auch die optische Messung ahemativ zwischen ei- 
nem Trageruntergrund und den MeBzonen osziUie- 
ren kann. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7. dadurch gekenn- 30 
zeichnet, daB als SammeJ- und Anreicherungsphase 
eng begrenzte Zonen in der Proben-FlieBrichtung 
hinter der primaren immunogenen Zone (obiger 
Definition) angelegt werden, die aus den betreffen- 
den analyterkennenden und -bindenden Komple- 35 
mentmoiekfllen bestehen. die aber freie Bindungs- 
stellen haben und die so gesammehen redox-akti- 
ven Oder fluoreszierenden AnalytmoIekQIe der re- 
petitiven Messung zufuhren. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9. dadurch gekenn- 40 
zeichnet. daB als zweite Sammel- und Anreiche- 
rungszone die Upophilie der markierten Analyt- 
molekole dadurch ausgenuut wind. daB anstelle der 
betreffenden KompIementmolekiiJe eine lipophile 
Zone mit 61- oder wachsgetrankter Oberflache 45 
Oder RP.18 Material verwendet wird, wobei bei 
lonalen Analyten dieser Phase noch ein lipophiles 
Gegenion zur lonenpaarbildung zugefiigt wird 

1 1. Vorrichtung nach Anspruch 9. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die Sammel- und Anreicherungspha- 50 
se fur die in der primaren Reaktionszone verdrang- 
ten markierten Analytmolekule durch eine entspre- 
chend der Molmasse des markierten Analytmole- 
kflls gewaWten Dialysemembran gegeben ist. die in 
emem gewissen Abstand zur primaren Reaktions- 55 
zone angebracht ist, und die sowohl stationar mit- 
tels aufgedampfter Elektroden wie auch demon- 
tiert elektrochemisch vermessen werden kann. 

IZ Vorrichtung nach Anspruch 11. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB diese Dialysiermembran zusatz- eo 
lich an der m FUeBrichtung an erster Stelle liegen- 
den Oberflache die analytbindenden Komplemen- 
tarmoIekOle immobilisiert enthait 
13. Vorrichtung nach Anspruch 9. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Sammel- und Anreicherungszone « 
dadurch erzielt wird, daB das L6sungsmittel durch 
Anwendung von Hitze und Transportgas am Ende 
der Probenlaufstrecke verdampft wird 
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14. Vorrichtung nach Anspruch 2-13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die primare analyterkennende 
und -bindende Reaktionszone und die davon ge- 
trennte Sammel- und Anreicherungszone innerhalb 
eines teststreifenahnlichen Tragers mit Kapillar- 
mften hegt, so daB der Transport der flOssigen 
Probe durch die verschiedenen Zonen durch letzte- 
re erreicht werden kann und keine exteme Pumpe 
notwendig ist. wobei die Auswertung uber konzen- 
trationsproportionale Streckcn oder integrale Si- 
gnale uber die charakteristischen Streckenab- 
schnitte erfolgt und auch redundant ist Das Aus- 
wertgerat 1st hier ein Scanner mit optischer oder 
elektnscher Messung. Bei dem elektrochemischen 
Scannen werden walzenformige Arbeitselektroden 
verwandt 

15. Vorrichtung nach Anspruch 2- 14, dadurch ee- 
kennzeichnet. daB die Messung der Konzentration 
der redoxmarkierten AnalytmoIekQIe auf den ent- 
sprechenden Oberflachenzonen der erfindungsge- 
maflen Vorrichtung durch die elektrochemische 
Methode der schneUen zyklischen Voltammetrie 
Oder einer anderen Methode. die ohne Netto-Um- 
satz (Substanzverbrauch) arbeitet. mittels einer 
pJanaren Eh-ei-ElektrodenmeBzelle. die zusammen 
mit emem geeigneten Grundelektrolyten auf diese 
Stellen gepreBt wird erfolgt (Prinzip der DUnn- 
schicht-MeBzelle). 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die planare oder quasi-planare 
elektrochemische Drei-ElektrodenmeBzelle anstel- 
le einer Makro-Arbeitselektrode aus einem Edel- 
metall. wie Platin. Gold o. a. ein Ultra-Mikroelek- 
troden- Array aus den gleichen Materialien mit Ein- 
zelelektrodendurchmessem < lO^un enthait. um 
den bei schnellen zyklischen Voltammogrammen 
stark ansteigenden kapazitiven Strom zu verklei- 
nem. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 15 und 16. dadurch 
gekennzeichnet. daB die Arbeitselektrode oder das 
dazu benutzte Ultra-Mikroelektroden-Array in die 
betreffenden Zonen des Assays integriert sind 

1 8. Vorrichtung nach Anspruch 15-17. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB das zyklische Voltammogramm 
mit einer hohen Repetitionsrate im Bereich 1 bis > 
100 Hz nicht wie Qblichcrweise auf einem X-Y- 
Schreiber. sondem auf einem elektronischen Mit- 
telwertbijdner registriert wird der so geschaltet ist. 
daB die digitalisierten Stromsignale in beiden Po- 
tenualnchtungen auf ein und denselben spannungs- 
proportionalen Kanal addien werden. was wegen 
des unterschiedlichen Vorzeichens des kapazitiven 
Stromanteils bei den unterschiedlichen Anderungs- 
nchtungen einer nahezu 100%igen Kompensation 
dieses stdrenden nichtfaradayschen Stromes 
gleichkonunt. wahrend die konzentrationsabhangi- 
gen Stromspitzen der Redoxmolekiile bei unter- 
schiedlichen Potentialen auftreten und daher sich 
gegenseitig nicht kompensierea 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB als Arbeitselektrode das Ultra- 
Mikroelektroden-Array verwendet wird 

20. Vorrichtung nach Anspruch 15-19. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB der MeBvorgang eines Analyten 
automatisch computergesteuert in der Weise ab- 
folgt, daB sowohl die von der Anordnung aufge- 
nommene Probemenge als auch die Sammelzeit re- 
produzierbar eingehalten werden und die repetiti- 
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ve elektrochemische Messung jeweils mit gleicher 
Zahl an Additionszyklen. die von dem Signal/ 
Rauschverhaitnis abhangt, durchgcfuhrt wird. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB als Redox- Marker- Molekflle, die 5 
mit dem Analytmolekul kovalent vcrknflpft wer- 
den, Redox-Systeme mit besonders hoher Stan- 
dardaustauschstromdichte verwendet werden, die 
sich im betreffenden Ldsungsmittel oder in der Pro- 
bemnatrix losen. iq 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als besonders reversible Redox- 
Systeme wasserldsliche, stabile und lagerfahige 
Ferrocenderivate, Rutheniumkomplexe, Hydrochi- 
none, Hexacyanoferrat (II/IIIX Jod/Jodid o. a. ver- 15 
wendet werden, die flber Spacermolekule mit dem 
Analytmolekul verbunden werden- 

23. Vorrichtung nach Anspruch 2-14. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Markermolekttle fQr die re- 
petitive optische Detektion stabile, lagerfahige spe- 20 
zielle MolekQle verwendet werdea die Licht der 
Welleniange > 700 nm absorbieren und im lang- 
welligeren Bereich wieder als Fluoreszenzlicht 
emittieren. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23. dadurch ge- 25 
kennzeichnet. daB als Molekiilklasse fQr die voneil- 
hafie IR-Fluoreszenzmarkierung das Bis-isothio- 
cyanat-Derivat von 2-<4'-chloro-7'(3"-ethyl- 
2"-benzothiazolinyliden)-3'^'-{ 1 '"-propaned- 

y\y 1 '3',5'-heptatrien- 1 'yl)-3-ethylbenzothia2olium- 30 
bromid. Porphyrinderivate mit groBen 2n + 1 Pi- 
Elektronensystemen oder Phthalocyanine verwen- 
det werden. die sich auch durch besonders hohe 
Extinktionskoeffizienten auszeichnen. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 2— 14, dadurch ge- 35 
kennzeichnet, daB die repetitive optische Messung. 
die dem Mittelwertbildner zugefOhrt wird dadurch 
erreicht wird, daB abwechselnd die zu messende 
fluoreszierende Oberflachenzone und der Trager- 
untergrund an einer nicht mit der Sammelphase 40 
Oder den KomplementarmolekQJen bedeckten Stel- 

le gemessen wird, was durch eine Relativbewegung 
des optisches Strahles erreicht werden kann. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 2- 14, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB als optische Anregungsquelle 45 
anstelle einer weiBen Lichtquelle und eines Mono- 
chromators eine intermittierend betriebene Laser- 
diode im IR-Wellenlangenbereich mit hoher Strah- 
lungsdichte, Monochromasie und Streulichtfreiheit 
zusammen mit einer Lock-In Verstarkungstechnik 50 
verwendet wird 

27. Verfahren zur Konzentrationsbestimmung ei- 
nes Parmers eines sich chemisch selektiv erkennen- 
den komplementaren Molekulpaars (AntikOrper- 
Antigen, Rezeptor-RezeptormolekOl, DNA-Se- 55 
quenz-komplementarer DNA-Strang, Gast-Wirts- 
molekiil) mittels eines Immuno-Assays nach den 
Anspruchen 1-26. dadurch gekennzeichnet, daB 
redox- und fluoreszcnzmarkierte Analytmolekale 
eingeseut werden und die elektrochemische bzw. eo 
optische Messung der Verteilung dieser markierten 
MolekQle in den verschiedenen Zonen der Testvor- 
richtung ohne Materialverbrauch crfoigt, so daB 
beliebig viele repetitive Messungen mdglich sind. 

28. Verfahren nach Anspruch 27 und Anspruch 1, ^ 
dadurch gekennzeichnet, daB die repetitiven Mes- 
sungen in reproduzierbaren Art und Weise einem 
Signalmittehvertsbildner zugefugt werden. so daB 
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das Signal/Rauschverhaitnis zwischen dem fara- 
dayschen Strom und dem Untergrund sowie der 
Oberflache mit den fluoreszierenden Molekulen 
und der freien Trageroberflache entscheidend ver- 
bcssert wird. 
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